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緒論
薬物は消化管から吸収され､肝臓で代謝変換される｡近年､多くの薬物が肝
/
障害を引き起こすが､その一因として肝臓中に薬物が高濃度に集積しやすいこ
とがあげられる｡薬物性肝障害による肝機能低下は､糖や脂質代謝などに支障
をきたし､障害を増悪することがあるため薬物療法を行う上で問題となってい
る｡さらに肝機能改善薬への応用のため､薬物性肝障害の防御機序解明は重要
な課題となっている｡
uthocholic acid (LCA)はchenodeoxycholic acidから腸内細菌により生成
される2次胆汁酸であり､細胞傷害作用や胆汁欝滞誘発作用を有している｡ま
た､ LCAは腸管循環によって繰り返し肝臓に取り込まれること､臨床薬物と同
様に遅発性の障害を誘起することから､薬物性肝障害のモデル物質として研究
に利用されてきた｡
胆汁酸はコレステロールから生合成され､コレステロール､リン脂質ととも
に胆汁中でミセルを形成する｡胆汁酸､リン脂質､コレステロールの排涯には
それぞれbile salt export pump (Bsep)､ multidrug resistance gene 2 (Mdr2)
(human MDR3)､ Abcg5/8といったトランスポーターが関与している｡ Bsep
やMdr2 (MDR3)の機能低下は進行性家族性肝内胆汁哲滞(PFIC)を引き起こす｡
また､胆汁中のリン脂質が不足すると胆汁酸はミセルを形成できず細胞傷害作
用を示し､胆管炎ひいては胆汁密滞を引き起こす.このように胆汁酸と脂質は
深く関連しているにも関わらず､ LCA誘発肝障害の防御に対して脂質の胆汁排
涯が関与しているかはよく分かっていない｡そこで本研究では､ LCA誘発肝障
害の防御機序として脂質の胆汁排涯に着目し､マイクロアレイによる網羅的遺
伝子発現解析を組み込み､その機序の解明を試みた｡
pregnenolone- 1 6α-carbonitrile (PCN)は核内受容体pregnane X receptor
(PXR)のリガンドとなり薬物代謝酵素　cytochrome (Cyp) 3a　や
hydroxysteroid sulfotransferase (Sult2a)を誘導することで毒性軽減に関与す
/
ると考えられている｡本研究ではSult2aによる硫酸砲合がどのような機序で毒
性軽減に寄与するのかを明らかにするとともに､防御機序における脂質代謝の
関与について解析するために､ LCAの毒性発現時およびpCN併用による毒性
抑制時での遺伝子発現変動ならびに胆汁中への脂質排推量および肝臓中脂質濃
度を解析した｡また､ PCN併用実験の結果､肝臓中のリン脂質レベルの維持が
肝障害の発生抑制に関わると考えられたため､リン脂質の分解酵素である
phosphohpase A2 (PIA2)の阻害剤quinacrine (QNC)を併用し､肝障害マーカ
ー､肝臓中脂質濃度ならびに胆汁中への脂質排推量を測定した｡その結果､ LCA
誘発肝障害では脂質関連遺伝子に顕著な変動が認められたが､ PCN併用により
それらの変動は抑えられた｡また､ LCA処置によりリン脂質の肝臓中濃度およ
び胆汁中排推量が減少したが､ PCNあるいはQNC併用により肝障害は抑制さ
れ､リン脂質の肝臓中濃度ならびに胆汁中排推量の減少が抑えられた｡さらに
高脂血症治療薬のpurobucolを併用した場合にも障害が軽減し､胆汁中や肝内
のリン脂質､トリグリセリドの減少が抑制された｡
以上のことより､肝臓中のリン脂質レベルを上昇させることでLCA誘発肝障
害を防御できる可能性が示唆され､ LCA代謝のみならず､肝臓中リン脂質レベ
ルの維持ならびに胆汁排推冗進が防御機構として重要であることが示唆された｡
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1章　LCA誘発肝障害の防御因子としての薬物代謝酵素
Lithocholic acidは､腸内細菌によって1次胆汁酸chenodeoxycholic acid
(CDCA)の7α位が脱水酸化されることで生成する2次胆汁酸である｡ LCAを
′
マウスやラットに投与すると､肝障害が誘発される｡ LCAは主要胆汁酸の中で
最も疎水性が高く､胆汁うっ滞誘発作用､細胞毒性を持つ｡
実験動物におけるLCA誘発肝障害は､古くより薬物代謝酵素を誘導する
pregnenolone 16α-mrbonitrile (PCN)を併用することで軽減することが知ら
れていたo最近になって､ PCNは核内受容体pregnaneX receptor (PXR)を
介してLCA誘発肝障害を軽減することが報告された｡
核内受容体famesoidX receptor (FXR)は､生体内での胆汁酸や脂質の恒常
性維持に関与すると考えられている｡以前本研究室で野性型及びFXR欠損型雌
性マウスに1%LCAを混餌授与したところ､野性型で強い肝障害が認められた
のに対し､ FXR欠損型で抵抗性を示した｡さらに､ FXR欠損型雌性マウスは肝
でSult2aが高発現しており､それに伴い胆汁酸の硫酸抱合が元進することが､
肝障害の軽減に重要な役割を果たしていることを明らかにした｡
最近のLCA誘発肝障害の防御に関する研究は､核内受容体欠損マウスを用い､
毒性パラメータや薬物代謝酵素､トランスポーターの遺伝子発現から解析され
ているものが多い｡一方､LCA誘発肝障害に対するinvivoでのLCAの代謝や､
代謝物の排滑についてはあまり検討されていない｡ゲノタイプとフェノタイプ
とに通常違いがあることを考慮すると､必ずしも酵素やトランスポーターの遺
伝子レベルでの変動が､代謝や､代謝物の排涯に影響を与えるとは言えない｡
そのため､ LCA誘発肝障害に対する防御機序を検討するのに､ LCAの代謝や､
代謝物の定量､排推経路の同定は極めて重要だと考えている｡
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本研究では､ LCA誘発肝障害に対する防御因子として､硫酸抱合と水酸化に
着目し､ LCAの代謝と､代謝物の排涯に着目して実験を行った｡通常､ヒトで
硫酸抱合の寄与が高いのに対し､げっ歯類で低い｡そのため､肝Sult2aが雄性
/
マウスに比べ高い雌性マウスを実験に用いた｡ FXR欠損型､及び野性型雌性マ
ウスにLCAを処置し､ PCNを併用した時の肝障害レベル､および肝障害を誘
発すると考えられるLCA､ tauroLCA (TLCA)､ tauroCDCA (TCDCA)の排浬
と硫酸抱合について検討した｡FXR欠損型雌性マウスでLcA誘発肝障害に抵抗
性を示す背景には､肝Sult2a発現が高いこと､それに伴いnCA sulfate
(TLCAS)の胆汁への排涯が冗進している可能性が考えられる(Fig. 1)｡ FXR欠損
型雌性マウスにLCAとdehydroepiandrosterone (DHEA)を処置し､肝障害
レベル､総LCAS排浬を検討した｡またFXR欠損型及び野性型雌性マウスに
LCAを処置し､ PCNを併用したときのLCA水酸化活性､胆汁への胆汁酸排推
WiJd･type
工､守
FXR-nuI暮
TLCAS
▼    ■    ■
Severe lnJure
Fig･ I Possible role of Sult2a iD Protection agai-lSt LCA-induced hepatotoxicity Toxic bile
acid TLCA js sulfated alld cxcrcted to bile. TLCA､taurolithocholic acid; TLCAS. TLCA-3-
sulfale; FXR. famesoid X TeCePtOr: Sult2a, tlydroxysteroid sulfotransferasc･
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を測定することで､防御因子としての水酸化の寄与を検討した｡その結果､
LCASやTLCASは他の胆汁酸に比べ非常に高い効率で糞へ排推されることが
明らかとなり､ LCA誘発肝障害に対する防御機序として肝でのLCAの硫酸抱
′
合､および代謝物であるLCAS､ TLCASの糞への排滑が重要であることが示さ
れた｡
第1節　LCAJ誘発肝障害と硫酸抱合型胆汁酸排湛
ng･ 2-I I Enteroheptic circt]la伽n of bile acids Bile acids arc synthcsized軌)m
cholesterol in liver, About 95% bile acids are reabsorbed in intestine and retumed tothe
liver. EnZ.,metabolizing enzymes･
マウスにおけるLCA誘発肝障害は､ PCN併用で軽減する｡ PCNは核内受容
体PXRを介して薬物代謝酵素やトランスポーター発現を変動させる｡また2002
年にSonodaらは､ PXRを介してSult2a発現が増加することが､ LCAの毒性
を軽減することに関与すると述べている｡肝Sult2a発現レベルは､雌性マウス
で雄性マウスに比べ高く､さらに､ FXR欠損型雌性マウスで野性型雌性マウス
5
に比べ高い. FXR欠損型および野性型雌性マウスにLCAを投与すると､ FXR
欠損型で野性型に比べ硫酸抱合型胆汁酸の胆汁への排推量が7.5倍高く､肝障
害に抵抗性を示す｡また､胆汁酸は腸肝循環されやすい物質である｡肝でコレ
.′
ステロールより生成した胆汁酸は､胆汁を介し腸管へ排浬されるが､これらの
ほとんどは小腸で再吸収され肝臓へ戻る｡腸管に排推された胆汁酸のうち､糞
へ排推されるのは全体の5%程度だとされる(Fig. 2-1)｡胆汁に排推された胆汁
酸と糞に排推された胆汁酸とは､それぞれ組成が異なるととも予想される｡胆
汁酸の体外排涯を議論する上では､胆汁だけでなく糞への排涯を考慮する必要
があると考えられる｡ FXR欠損型及び野性型雄性マウスにLCAとPCNを併用
したときの肝障害レベル､ LCAの代謝､代謝物の排雅について検討した｡
mR欠損型､及び野性型雌性マウスに1%LCAを混餌授与し､ 100 (mg/kg)
のPCNを併用した時の血清aspartate aminotransferase (AST)､alanine
aminotransferase仏1刀活性､また肝内総LCA (LCA+ LCAS)量を解析した｡
血清AST､ ALT活性は肝障害の指標であり､値が高いほど障害が強いことを示
す｡また､ LCA､ TLCAは毒性が強い胆汁酸として知られている｡ HPLCによ
って肝内に検出されたLCA､ TLCAを測定した｡
血清AST､AIX活性は､野性型では1%LCA処置でそれぞれ895±414 (IU/L) ､
268±130 (IU/Dと高値を示したが､ PCN併用でそれぞれ8､ ll (%)に減少
した｡一方で､ FXR欠損型ではAST､ juJともに低値を示し､ PCN併用で変
化しなかった(Fig. 2-2)o
肝内TLCA濃度は､野性型に1%LCAを処置したときに599±164(nmol/g
Liver)だったのに対し､ PCN併用で7(%)に減少した｡一方､ FXR欠損型に
1%LCAを処置したときは106±78と野性型に比べ低い値を示し､PCN併用に
よ　　　　っ　　　　て 6　　　(%)　　　に　　　減　　　少
6
榔　200　M M　600　仙　郷｡
一Tlll
(d⊇)S選]^苛巾トSy
T日日止
⊂コLeA
I LCA + PCN
Wikl-type FXR-Nult
0　　0　　0　　0　　0　　0　　05　　人U　　5　　0　　5　　nV　　5332211(1JnJ)SOuI^pUe11V
Wild-type FXR-Nun
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した｡一方､肝内LCA濃度はTLCA濃度に比べ低い値を示した(Fig.2-3)｡こ
のように､野性型に1%LCAを処置することで肝内にTLCAが蓄積し､肝障害
が現れた｡更に､ PCN併用､あるいはFXR欠損型マウスにおいてはこれらの
肝内への蓄積､特にTLCAの蓄積が抑えられ､肝障害に抵抗性を示した｡
1- TL.___.__....-.__1.ll__　AII1.-..._._ー-..▲ト.1.tI.._≡.__.IIN A___/_LT　_A.し㈱　細　Ⅷ　伽　抑　棚　卸　加　価｡
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a
_____.i
由LCA
義 TLCA
Li　∋_t二
LCA + PCN LCA LCA十PCN
Wild･ty pe FXR･ nu "
Fig･ 2-3･ Hepatic total LCA levels Mice we.･c fed a dlet StlpPIcrnellted wi(h lO,'u LCA for g days
and cotreated with PCN (lOOmg･'kg) Or corn oi一 f011ast 4 days. The lcvcls ofLCA and TLCA
were determi【led with TIPLC. Data are shown as the mean土S.DJIl=3　-{8).札P<0.05 ＼′ersus
t'1%LCA'': b､ p<0.(15 versus …Wild･t)叩''r
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次に肝Sult2aタンバク及びSult2al mRNAレベルの測定を行った｡ Sult2aタ
ンパクの測定は､ 10けgタンパク相当の肝可溶性画分を用いてWestern blot
法で行った(Fig. 2-4(A))｡定量はタンパク量を変動させた別の実験により行
′
った｡肝Sult2aタンパクは､野性型に比べFXR欠損型で70倍高く､ PCN併
用により野性型では17倍､ FXR欠損型では3倍に増加した｡
sult2al mRNAレベルは､ RT-PCR法を用いて測定した(Fig. 214 (B))0
sult2al mRNAレベルは､ Sult2aタンパクレベルと同様に､野性型に比べFXR
欠損型で高く､ PCN併用により増加した｡
LCA LCA + PCN LCA LCA + PCN
Wi ld -type
(a) mF7NA
FXR-nul一
+ PCN LCA LCA + PCN
Wi ldヤpe FXR-null
Fig･ 21･ lLepa-ic leヽrelsol SullZa (A) Western blot anal)･sis ofhepatic Sult2a proteins in
mouse liver cytLISOl. S11112a proteins were detected using alltj-rat SULT2Al antlbody- (a)
RT-PCR anal画s ofhepatic Sult2aまmRNA leve王S湖iee w- fe舶dieは卿iemented with
1% LCA for 9由ys and co-treated由仇PCN (100 mg搬g) or corn oil for last 4 days･
肝Sult2aレベルは､タンパク､ mRNAともに野性型に比べFXR欠損型で高
く､ PCN併用により上昇することが示された｡また､野性型に1%LCAを処置
することで肝内に胆汁酸が蓄積して肝障害が認められた｡以上より､肝内Sult2a
が高いことで胆汁酸の硫酸抱合が先進し､硫酸抱合型胆汁酸排推量が増加する
ことで肝障害が軽減されている可能性が考えられる｡そこで､胆汁への胆汁酸
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排滑の変化を検討した｡ TLCA､ TCDCAはHPLCで､ TLCASはLC/MS/MS
で測定した(Table 1.)0
胆汁へのTLCAS排湛レートは､野性型に1%LCAを処置したときに0.39 ±
/
0.52 (nmol/min/100 g body weight)で､ PCN併用で10.3 ± 9.7に増加し
た｡さらに､ FXR欠損型に1%LCAを処置したときは37.1 ± 27.1で､ PCN
併用で25.6 ± 3.9だった｡
一　胆汁へのTCDCA排推レートは､野性型に1%LCAを処置したときにそれぞ
れ75 ±54(nmol/min/100 gtdyweight)で､ PCN併用､あるいはFXR欠
損型で変化しなかった｡また､胆汁へのTLCA排推レートは､野性型ではPCN
併用で変化しなかったが､ ⅨR欠損型ではPCN併用で19 (%)に減少した｡
Tabte 1. Changes in bi舶ry biはさCid otJtput rates
wjld･type FXR･null
MetaboLite LCALCA十PCN LCA
nmoUmin/1 00 g body woi9ht
(%)
LCA + PCN
TCDCA
0.39士0.52　10土9.7
(0.2)　　　(5)
14土11　　11土7.6
(9)　　　(6)
75土54　　128士28
(49)　　(75)
a　　37土27b　25土3.9b
(13)　　(14)
20±11　　3.8土2.2
(8)　　(2)
128土44　120土57
(51 )　　(73)
Mice were fed a diet supplemented vhth 1 % LCA for 9 days andcotrBated with PCN
(100 mg/kg) or corn oiHor Fast 4 days･ TLCAS tevels were measured w附1 LC/MS州S･
TLCA and TCDCA 一evels were measured by HPLC.
Data are shown as the mean土S.D. (n王4･一5). A. pd.05 versus l%LCA'': b, pd･05
versus叫Wild･type''.
TLCASの胆汁排涯がPCN併用やFXR欠損型で増加することが示された｡さら
に糞への胆汁酸排漸こついて検討した(Fig. 2-5)｡なお､胆汁中にはタウリン
抱合された胆汁酸のみが検出されたのに対し､糞中にはタウリン抱合されたも
9
のとそうでないものとの混合物が検出された｡なお､採取した糞には餌に混ざ
ったLCAが含まれるため､ cho止c acid (CA)の排推量は検討していない｡総
LCAS (LCAS +TLCAS)の糞への排推量は､野性型に1%LCAを処置したとき
′
に1.0 ± 1.3(岬101/day/100gbodyweight)で､ PCN併用によって6倍に
増加した｡さらに､ FXR欠損型では野性型に比べ16倍高く､ PCN併用によっ
て1.4倍増加した.一方で､胆汁に多く排推されていたCDCA､ TCDCAの糞
への排推量はヾ野性型に1%LCAを処置したときにそれぞれ4.0 ± 2･9､ 1･1 ±
2.0 (pmol/day/100 g bodyweight)で､ PCN併用で変化しなかったoまた､
FXR欠損型でCDCA排推量は0.58±0.75､ PCN併用で1.50 ± 0･84とそれ
ぞれ野性型の15､ 58 (%)だった｡なお､ FXR欠損型ではTCDCAの排滑は認
められなかった｡また　TLCA　の糞への排推量は､野性
30　25　20　1 5　1 0　5
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Table 2. Ratio of fecaV billiary bile acid excretion暮evels
Wild-type FXR-null
metabolites
LCA LCA + PCN LCA LCA十PCN
/
Total LCAS　　　>1.0　　　　　0.463　　　　0.285　　　　0.556
Tota一 CDCA 0.040　　　　0.01 7　　　　0.002　　　　0.006
Mice were fed a diet supplemented vJth l% LCAfor 9 days and cotreated with PCN
(100mgn(g) or corn oil for 4 days from 5th day･ Data are shown as the mean ± S･D･
(n=4-5)
Total LCAS : LCAS +TLCAS Total CDCA : CDCA + TCDCA
FecaF bile acid out put rate (nmol/day/g Liver)
Biliary bile acid out put rate (nmol/30min/g Liver) × 48
型とFXR欠損型とで変化は認められず､ともにPCN併用で変化しなかった｡
ここまでの結果から､硫酸抱合型胆汁酸と､3α位が水酸基である胆汁酸とで､
腸肝循環されずに胆汁から糞へ排推されるこれらの全体に占める割合が大き
く異なることが予想された｡そこで､総LCAS(LCAS+TLCAS)と総CDCA
(CDCA+TCDCA)の糞中排推レート/胆汁中排推レートを計算し､両者の糞へ
の排推効率を検討した(Table2)｡その結果､総LCASの値は総CDCAの値
より25-140倍大きく､ LCAS､ TLCASは､ CDCA､ TCDCAに比べ高い効
率で糞へ排推されることが示された｡
硫酸抱合型胆汁酸は糞だけでなく尿に排湛されている可能性もある｡一日あ
たりに糞､尿へ排推された硫酸抱合型胆汁酸量を測定した(Fig. 2-6)｡糞に排推
された硫酸抱合型胆汁酸は､野性型に1%LCAを処置したときに573 ± 311
(nmol/day/100gbodyweight)で､ PCN併用によって4.3倍に増加した｡さ
ll
らに､ FXR欠損型では野性型の17倍の値を示し､ PCN併用によって1.6倍に
増加した｡
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Fig, 2-61 Chn酢S in fecal and lJrinaT･y bile acld九･Sul伽e levels Mice were fed a diet
suppTemented with l% LCA for 8 days and fed a control diet for olle day, Mke werecotreated
w仙PCN (100 mg/kg) oT COm Oi一 foT4 days舟om 5th day･Data are shown as the mean土S･D.
(n-3). a. p<0.05 versLd'1 %LCA"; b, p<0105 versus "Wild-type"i
一方､尿に排推された硫酸抱合型胆汁酸は､野性型に1%LCAを処置したとき
で糞のおよそ4%にとどまり､ PCN併用､あるいはFXR欠損型で変化しなかっ
た｡両者の値を比べると､尿への排推量に比べ糞への排推量が著しく多いこと
が分かる｡このことから､硫酸抱合型胆汁酸は主に糞へ排推され､尿にはほと
んど排推されないことが示された｡
第2節　Sult2a阻害剤の影響
LCA誘発肝障害に対する防御にSult2aが関与することが示された｡そこで硫
酸抱合阻害剤を用い､肝障害レベルや胆汁酸排涯を調べることで､肝障害の軽
減園子としての硫酸抱合の寄与についてさらに検討した｡ FXR欠損型雌性マウ
スは野性型に比べ肝Sult2aが高く､ LCA誘発肝障害に抵抗性を示す. FXR欠
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損型雌性マウスにLCAを授与し､肝Sult2aを阻害したときに肝障害が誘発さ
れれば､LCA誘発肝障害の防御にSult2aが重要であることを示すことができる
と考えた｡ Sult2aの阻害剤としてDHEAを選択した｡ヒトSULT2AlのKm､
′
vmaxは､本研究室での検討の結果それぞれ､ DHEAで0.03 (tAM)､LCAで1.69､
4.9､ TLCAで0.9､ 7.6だった｡このように､ DHEAはLCAやTLCAに比べ
ヒトSUI:T2Alに対する親和性が高い.今回はこれを参考に､ FXR欠損型雌性
マウスにLCAとDHEAを併用すると､ Sult2aによるLCAやTLCAの硫酸抱
合をDHEAが競合阻害する可能性があると考え実験を行った｡
肝での胆汁酸硫酸抱合を阻害すると予想されるDHEAを併用した時の､糞へ
の胆汁酸排滑の変化について検討した｡ FXR欠損型雌性マウスに1%LCA､
0.4%DHEAを処置したときの､糞へ排推されたLCAS､ nCASをLC/MS/MS
で､ CDCA､ TCDCAをHPLCで測定した(Fig. 3-1)｡なお､餌に混ざったLCA
が糞に混入しているため､ LCA排推量の検討は行っていない｡ LCAS､ TLCAS
の糞への排推量は､ 1%LCA処置でそれぞれ23.4　±　7.3､ 9.2　±　3.9
(tAmol/day/100 g body weight)で､ 0.4%DHEA併用でそれぞれ71､ 32 (%)
に減少した0 -万､ CDCAの糞への排推量は､ 1%LCA処置で1.65 ± 0.86
(mmol/day/100 gbodyweight)とLCAS､ TLCASに比べ低く､ 0.4%DHEA
併用でむしろ増加傾向を示した｡なお､ TCDCAは糞には検出されなかった｡
DHEAを併用することで糞へのLCAS､TLCAS排浬が減少することが示された｡
さらにAST､ ALT活性および肝内TLCAレベルの検討を行った. DHEA併用
によって肝内にTLCAが蓄積し肝障害が現れれば､ LCA誘発肝障害に対する防
御機序として硫酸抱合が重要であることを裏付けられる｡そこで､肝障害
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マーカー(Fig. 3-2)と､肝内TLCAレベル(Fig. 3-3)を検討した｡
血清AST､Al:T活性は､1%LCAを摂取させることでそれぞれ47.9 ± 6.0 ､
19.2± 2.5(IU/Dで､ 0.4%DHEA併用でそれぞれ11､ 9倍に増加した｡肝内
のTLCA及びTCDCAは､ FXR欠損型で1%LCA処置によって19 ± 15
(nmol/g Liver) ､ 99 ± 39 (nmol/gLiver)で､ 0.4%DHEA併用でそれぞれ
5.6､ 2.4倍に増加した｡
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Fig･ 3-3･ lrLhence orDHE九･totreatn.ent in heptic hIle acid contelltS FXR-null femalc mice
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FXR欠損型雌性マウスに1%LCAを単独で授与したところ肝障害は認められ
ず､ 0.4%DHEAを併用すると､糞へのLCAS､ TLCAS排涯が抑えられ肝障害
が認められた｡ DHEA単独投与で肝障害が現れていないことから､ DHEA自体
/
に肝障害誘発作用はないと考えられる｡ DHEA併用に伴う肝障害が認められた
のは､ FXR欠損型は肝内Sult2a含量が高く､ DHEA併用によって硫酸抱合が
抑えられ､肝内にTLCAが蓄積し､肝障害が誘発されたためと考えられる｡こ
のように､ DHEAを併用することでSult2aによる硫酸抱合を阻害すると､本来
LCA誘発肝障害に抵抗性を示すFXR欠損型にも肝障害が認められることが示
された｡この結果､マウスでのLCA誘発肝障害に対する防御機序として､ Sult2a
による硫酸抱合が重要な因子であることが示された.
第3節　肝障害の軽減因子としての水酸化
LCAは､ 6α位が水酸化されることでhyodeoxycholicacid (HDCA)を､ 6β
位が水酸化されることでmurideoxycholic acid (MDCA)を､ 7cL位が水酸化
されることでCDCAを生成する(Fig.4-1)｡マウスにおいて､ LCA誘発肝障害
はPCN併用で軽減する｡マウスにPCNを投与すると､肝内Cyp3aが増加する｡
ヒトでは､CYP3A4によってLCA6α位が水酸化されるとされ､マウスでもLCA
誘発肝障害に対する防御にCyp3aが関わると考えられる｡マウスにLCAとPCN
を併用することで､総HDCAの排池が変化する可能性がある｡現在､ Cyp3a
によるLCAの代謝､代謝物の排涯がLCA誘発肝障害の軽減にどう関わるのか
については知見がない｡野性型およびFXR欠損型雌性マウスにLCAとPCNを
併用し､肝内Cyp3a含量､ LCAの水酸化およびLCA代謝物の排涯について解
析した｡
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Fig. 4･1. Major bydroxylatioJI Or lithKholk acid by liver山icrosome
肝Cyp3a発現レベルをWestern blot法により測定した(Fig. 412 (A))｡肝内
cyp3aは､野性型に比べFXR欠損型で高く､野性型､ FXR欠損型ともにPCN
併用で増加した｡また､肝ミクロゾーム(Ms)画分を用いて､ LCA水酸化活性
を測定した(Fig. 4-2 (B, C, D))0 LCA6α位水酸化活性は､野性型にLCAを処
置したときに0.047 (nmol/min/mg protein)で､ PCN併用で6.1倍に増加し
た｡またFXR欠損型にLCA処置したときは野性型の3.1倍の値を示し､ PCN
併用でさらに2.6倍に増加した｡一方､ LCA6β位水酸化活性は野性型とFXR
欠損型との間に変化は見られず､どちらもPCN併用で変化しなかった｡ LCA7α
位水酸化活性も野性型とFXR欠損型との間に変化は見られなかったが､FXR欠
損型ではPCN併用で2.7倍に増加した｡
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Fig. 4-2. Cyp3a protein levels and LCA hydroxylase activity (A) Hepatic
cyp3a protein levels were detected using anti-rat CYP3A2 antibody･ (B)LCA 6α,
(C)LCA 6β, (D)LCA 7α-hydroxylase activity･ Mice were fed a diet supplemented
with l% LCA fわr 9 days and cotreated withPCN ( 100 mg / kg ) or com oil fわr last 4
days. Data are shownas the m-ean +- S･D･ ( n=4 )･
pcN併用により肝内Cyp3aが増加すること､ LCA6α位水酸化活性が増加す
ることが示された｡この結果､ PCN併用で肝内もしくは胆汁中の総(HDCA+
taur｡HDCA)含量が増加することが予想される｡そこで､肝内胆汁酸組成､お
よび胆汁への胆汁酸排推レートを検討した(Table 3)｡肝内HDCA､ tauroHDCA
(THDCA)は､野性型､ FXR欠損型ともに検出されず､ pCNを併用しても､と
もに検出されなかった｡ tauroMDCA (TMDCA)は野性型に1 %LCAを処置し
たとき87 (nmol/g uver)だったが､ PCN併用､またmR欠損型では検出さ
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れなかった｡ CDCA､ tauroCDCA (TCDCA)は､野性型にLCAを処置した時
それぞれ31､ 164 (nmol/g uver)で､ PCN併用で22､ 77だった｡ FXR欠損
型にLCAを処置した時は28､ 78で､ PCN併用で17､ 49だった｡
/
胆汁中へのTHDCA排涯は､野性型に　LCA　を処置した時に　7.9
(nmol/min/100 gbodyweight)で､ PCN併用で変化しなかった｡また､ FXR
欠損型と野性型との間に差はなく､ FXR欠損型にPCNを併用しても変化は見
られなかった｡一方TMDCA排滑は､野性型にLCAを処置した時46.6
(nmol/min/100 g body weight)で､ PCN併用で19 (%)に減少した｡ FXR
欠損型にLCAを処置した時は44.0 (nmol/min/100 g b∝lyweight)で､ PCN
併用で11 (%)に減少した｡ TCDCAは､野性型にLCAを処置した時75
(nmol/min/100 g b∝lyweight)で､ FXR欠損型との間に有意な差はなかった｡
また､野性型､ FXR欠損型ともPCN併用で変化は見られなかった｡
TAb暮8 3. Chn9eB in bniary bne aCkJ output rさt幽
WikHype FX R･nu II
M etabol ite LCALCA十PCN LCA
nmoVmln/1 OO g body woight
(%)
LCA十PCN
7.9±3.4　　6.5土2.7
(5)　　　(3)
a
47士28　　　9.1土2.9
(30)　　　(5)
75土54　　128土28
(49)　　(75)
8.2±4.6　　5.7土2.7
(3)　　　(3)
a,b
44土29　　4.9土2.0
(I 7)　　(3)
128士44　120土57
(51)　　(73)
Mねe were fed a dbt supplemented w肋1% LCA for 9 days and cotreated w附=⊃CN
(100mgn(g) oT corn oi一 for 一ast 4 daysI THDCA, TMDCA and TCDCA 一evels were
measured by HPLC. Data are shown as the mean士SID･ (n=4 -5)･ a, p<0105 versus
"1 %LCA"こb, p<0.05 versus Wild･type''･
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考察
野性型雌性マウスに1%LCAを授与したところ､肝内にTLCAが蓄積し､肝
障害が誘発された.一方で､野性型にLCAとPCNを併用すると肝内TLCA蓄
/
積が抑えられ､肝障害に抵抗性を示した｡またFXR欠損型にLCAを処置して
も肝内にTLCAは蓄積せず､肝障害に抵抗性を示したo肝Sult2aレベルは､野
性型､ FXR欠損型ともにPCN併用で増加し､野性型に比べFXR欠損で高かっ
た｡このように､肝Sult2aが高い場合には肝内へのTLCA蓄積が抑えられ､LCA
誘発肝障害に抵抗性を示している｡このことから､肝Sult2aレベルが高いと
TLCAの硫酸抱合が冗進し､肝外への排涯が増加することで､肝障害が軽減さ
れる可能性が考えられた｡
また､ LCAS､ TLCASの胆汁､糞への排推量は､野性型に比べFXR欠損型で
高く､野性型ではPCN併用で増加した｡胆汁中TLCASの全胆汁酸に占める比
率は､mR欠損型に1%LCAを処置したときで約13%と､高い値ではなかった｡
そのため､これだけでは肝障害の軽減との関連を議論するには不十分だった｡
しかし､今回は糞への胆汁酸排涯を測定し､総LCASと､胆汁中に最も高い比
率で排推されていた3α位水酸化胆汁酸である総CDCAの糞中排推レート/胆汁
排推レートを比較したことで､ LCAS､ TLCASは3(1位水酸化胆汁酸に比べ高
い効率で糞へ排推されることが示された｡
また今回､胆汁と糞に排推された胆汁酸を測定したことで､胆汁にはnCAS､
TCDCAなどのタウリン抱合体のみが検出され､糞にはTLCA､ CDCA､ LCAS
など､タウリン抱合された胆汁酸とそうでないものが共に検出された｡胆汁酸
の肝から胆道への排浬は､ BsepやMrpsなどのトランスポーターを介すると考
えられている｡胆汁にタウリン抱合されていない胆汁酸が検出されないのは､
これらがトランスポーターの基質とならない可能性などが考えられるが､詳細
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は不明である｡また糞中にタウリン抱合体とそうでないものの両方が検出され
たが､これは腸内細菌によってタウリン抱合が脱抱合されたためと考えた｡ LCA
をマウスに授与したとき､ Sult2aによる硫酸抱合でLCAS､ TLCASが生成する
/
と､これらは他の3α位水酸化胆汁酸に比べ高い効率で糞へ排推されることが示
された｡また､それによって肝へのTLCA蓄積が抑えられ､肝障害が軽減する
ことが示された｡
-マウスにLCAを授与することで誘発される肝障害に対する防御機序としての
IJCAの代謝と排滑に関する検討が行われた｡ LCASやTLCASが他の胆汁酸
に比べ腸管からの再吸収を受けにくく､高い効率で糞へ排推されることが示さ
れた｡胆汁酸はよく腸肝循環される物質であり､全体のおよそ95%が腸管より
再吸収される｡今回のマウスを用いた実験で､ LCAS､ TLCASは糞へ高い効率
で排推されること､ LCA誘発肝障害に対する防御にSult2aによる硫酸抱合が関
与することが示された｡また､硫酸抱合された胆汁酸は尿にはほとんど排推さ
れず､大部分が糞へ排推されることが示された｡さらにSult2aによって肝内の
LCA､ TLCAが代謝されてTLCASとなり､これが糞へ排推されることで､肝
へのLCA､ TLCAの蓄積が抑えられることが肝障害の軽減に重要であることが
示された｡
LCA誘発肝障害に対する防御因子としての水酸化に関する検討が行われた｡
今回のデータのみでは防御機序としての水酸化を十分に証明することはできな
かったが､マウスやラットでは､ LCAが水酸化されることが肝障害の防御に関
与すると考えられている｡これについては､今後の検討が必要である0
通常､ヒトではLCAの濃度が低いが､肝炎や肝硬変が起きたときに､ LCAが
増加することが報告されている｡本研究では､ LCA誘発肝障害に対する防御に
硫酸抱合が重要であることを､ LCAの代謝､代謝物の排渦に関連して証明する
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ことができた｡今後､ LCA代謝物の腸管からの再吸収､血中への移行など､ LCA
代謝物の動態について研究が行われることで､ LCA誘発肝障害の防御機序がさ
らに明らかになることが望まれる｡
′
Fig･ 413･ Protct-i､･e roIc of St2A in LCA-induced hepatotoIXjcity TLCASI Which generate
fronl TLCA by sulfation, is excreted to feces effectively. And due to this mechaJlism- LCA-
illduced tlet)atOtOXicilv is protected efreeLivelv.
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2章　LCA誘発肝障害と遺伝子発現変動
近年医薬品の安全性評価等の解析のためマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子
発現解析の手法が導入されている｡この解析により多くの発現情報が得られる
′
が､必ずしも､その中から有益な情報を抽出し､毒性の機序解明や毒性マーカ
ーの検索に結びついているとはいえない｡これらの原因として解析手法の問題
や細胞内機能の変化が必ずしもmRNAレベルに反映されない点が考えられる｡
そこで実際の機能を反映している内在性代謝物の網羅的解析(メタボノミクス)
を組み合わせた総合的な解析手法の開発が必要とされる0本研究ではこれらの
解析手法の初期段階の試みとして内在性代謝物(脂質､糖､アミノ酸､核酸)
の代謝や輸送に関連する遺伝子に注目し､網羅的遺伝子発現解析の結果から予
測される変化を生体内代謝物の変動で説明出来るか検証するというステップを
繰り返すことにより実際の毒性と関連した生体内機能変化に対応した遺伝子発
現変動や生体内代謝物変動を抽出する手法の開発を目的とした｡解析の精度を
向上させるため薬物処理の経時的変化や薬物の併用の影響から多面的に解析し
た｡
モデル化合物として遅延性の胆汁欝滞型肝障害を誘発するlithocholic acid
(LCA)を用い経時的に解析した｡ LCAは生体内で生成される2次胆汁酸で､肝
胆道系に局在する肝指向性の生体内物質である｡疎水性が強く細胞毒性が認め
られている｡雌性マウスで感受性が高く､肝実質細胞の障害の指標となるAST
やALT活性が上昇した後､胆道系の障害の指標となるalkaline phosphatase
(ALP)活性が上昇する｡これらの毒性発現機序については未知の部分が多い｡本
研究では　LCA　誘発肝障害を軽減する　こ　とが知られている
pregnenolone-16α-carbonitrile(PCN)を併用することで脂質の動態に注目し
て､肝障害の機序を網羅的遺伝子発現解析と内在性代謝物の変動の両面から解
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析した｡
LCA誘発肝障害の防御機序について､ Cyp3aやSult2aの誘導がLCAの代謝
を先進させ､体外への排涯を促していることが知られている｡このように､こ
/
れまでの研究の多くはLCA誘発肝障害の防御機序として薬物代謝酵素による
LCAの代謝に着目したものが多く､脂質代謝と関連づけた研究はあまり行われ
ていない｡マイクロアレイ解析は遺伝子発現を同時にかつ網羅的に解析できる
手渡であり､簡便に遺伝子発現変動の全容をみることが出来るため､臨床診断
や新薬開発､薬理研究など様々な研究に利用されているo
そこで､ LCA処置時およびLCA誘発肝障害を抑制するPCNを併用した時の
遺伝子の発現変動をマイクロアレイ法により経時的に解析することで､ LCA誘
発肝障害と脂質代謝との間に関連があるか検討した｡さらにRT-PCR法により
脂質代謝関連遺伝子の発現変動を解析し､その発現パターンを場合分けし､ LCA
誘発肝障害の防御因子と考えられるSult2aやCyp3allと比較した.
第1節　マイクロアレイ法による遺伝子発現解析
C57BL/6雌性マウスにcontrol diet (CE-2)または0.6% LCAを3､ 5､ 7お
よび9日間混餌で摂取させ､投与開始5日目からはコーンオイルまたはPCN
(100 mg/kg)を授与した｡ LCAおよびpCN併用時の肝毒性の発現状況を血清
中のalanine aminotransferase (juT)およびalkaline phosphatase (ALP)活性
を指標として経時的に解析した｡ LCAを処置することで3日目から肝実質細胞
の障害マーカーであるALT活性の上昇傾向が認められ､ 9日目ではcontrol群
と比較して有意な上昇が認められた.一方､ PCNを併用することで､ AT活性
は正常値まで減少した｡また､肝胆道系の障害マーカーであるALP活性はAIX
活僅よりも遅れて上昇し､ LCA処置9日目において初めて上昇が認められたo
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pcNを併用することでAIX活性と同様にALP活性も上昇は抑えられた(Fig･
5-1.)0
c L3　LS L7P2　L9　L9P4　P4　　　　　C L3　L5　L7P2　L9　L9P4　P4
Flgふ1. Serum ALT (A)仙d Aんp P) ACtivlty･ C57BL/6 female mice were fed a
control diet or the diet supplemenedwith O･6% lithocholic acid rot 3, 5･ 7 or 9 days and
cotfeatedwith PCN (100 mg/kg) or com oil for last 2 or 4 days･ Data are shown asthe
mean土S,D. (n45). C, control; L3. LCA 3 days; L5, LCA 5 days; L7P2, LCA 7 days
and PCN 2 days; L9, LCA 9 days; L9P4. LCA 9 dayLq and PCN 4 days; P4, PCN 4
days. Significant di飴rence from control (叫p<0101 )
LCA誘発肝障害に脂質が関与しているかを検討するためにマイクロアレイ法
を用いて脂質関連遺伝子の発現変動を網羅的に解析した｡その結果､ LCA処置
9日群(L9群)ではコレステロール､脂肪酸､リン脂質､トリグリセリドの合成･
代謝酵素および胆汁酸や脂質の恒常性維持に関わっている核内受容体の発現量
に減少が認められた｡また､リン脂質の分解に関わるPLAlおよびトリグリセリ
ドの分解に関わるlipoprotein止pase (Lpl)はL9群において発現増加が認められ
た｡一方､ PCN4日間併用により毒性軽減が認められた群(L9P4群)ではこれら
の遺伝子の発現はほとんど正常化したoリン脂質の-種であるホスフアチジル
セリンと結合してアポトーシスシグナルとなるannexinA5もLCA処置で増加
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した｡また､ phospholipid scramblasel (PIscrl)もLCAによる毒性が増強する
と発現が増加した｡ PIscrlはannexin A5がホスフアチジルセリンと結合して
アポトーシスシグナルとなる際にホスフアチジルセリンを細胞表面に転移させ
′
る酵素である｡ PCN単独群ではLCA処置群の発現変動と異なり､ annexinA5
の発現を減少させ､ phosphatidylcholine transfer protein (Pctp)の発現を増加
させた｡
個汁酸の取り込みトランスポーターであるNtcp､脂肪酸の取り込みトランス
ポーターであるSIc27a2､ SIc27a5､胆汁酸排推トランスポーターであるBsep､
およびAbcg8はLCA処置により発現レベルに減少が認められた｡一方､硫酸
抱合型胆汁酸やビリルビン､薬物の胆汁中への排滑を行っているMrp2および
リン脂質の胆汁排推トランスポーターであるMdr2はLCA処置により発現がわ
ずかながら上昇した｡また､ Ntcpとともに胆汁酸の取り込みを行っている
organic anion transporting polypeptide (Oatp) familyや血液中に硫酸抱合型
胆汁酸を排推するMrp4には変化は認められなかった｡ PCNはトランスポータ
ーの発現レベルをほとんど変化させず､ pcN単独群(P4群)においてコレステロ
ールを胆汁中に排推するトランスポーターであるAbcg8がわずかに上昇しただ
けであった｡ Cyp3aおよびSult2aはこれまでの報告通りPCNを用いることで
遺伝子発現レベルの上昇が認められた｡ (Table 4.)
26
Table 4. Changes in the expression profile of lipid-related genes jn liver
Gene L3　　　　L5　　L7P2　　　　L9　　L9P4
くCholesterol synthesis >
HmgcsI
Hmgcs2
日mgcr
Pmvk
Lss
Ebp
Cyp51
3
2　3　1l I I
. 2　*　*　5　5　T　* *　　*　　*　　*　　*　　*　* *　　　　-2.6
4.2　　　-10.5
2.0　　　　　*
1.6　　　　-2.5
2.4　　　-2.1
*　　　　-2.9
*　　　　-2.9
< cholesterol metabolism (bile acid synthesis) >
Cyp7a1　　　　-1614　131 13　　-3･9　　-3010
Cyp7bl　　　　　　*
Cyp8b1　　　　-1 3･O
Cyp27a1　　　　-1 ･3
くFatty acid synthesis >
Acacb
Acas2
FadsI
Fads2
Elov12
Elovl3
Scdl
*　. 2　*　. 7　*　*　*
4　　　　1
*　　　　-1.4　　　　-5.5
- 8.3　　　-25.6　　　-52.8
*　　　　　*　　　　-2.4
*　*　*　. 5　*　*　9 *　*　*　*　*　. 4　*
6
5　8　6　3　5　5　05　8　3　4　2　8　4l I l l l　　　　【　　　　l
*　*　*　*　*　*　*
*　*　｣　*
5
*　　*　　*　　*　　*　　*　　*
*　*　ー　｣　*　*　*
2　1
*　　*　　*　　*
*　　*　　*　　*　　*　　*　*
P4Gene L3
< Fatty acid metaboJjsm >
*　. 〇　*　*　.ー　*　9　3　2　. 5　*　*　*　*
6
1　　　　　　　1　　1　　1　　1
-　　　　　　　　　l　　　　-　　　　l l
. 3　*　*　*　*　*　*　*　. 4　*　*　*　*　*　*　*
ii　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一IL
*　. 8　*　*　.ー　*　. 8　*　*　*　*　*　*　3
5
1　　　　2
*　. 3　*　*　*　*　*　*　*　*　*　*　*　*　*　*
■l
.ー　*　5　3　0　0　7　8　9　5　8　6　1　740　74.75.4且82.20.4息Tj T i i1 l　　　】　　　　　　　　　l　　--. 1　8　2　4　4　6　5　7　3　. 2　*　*　0　82　2　2　2　1　1　7　1　1　2　　　　　　　2　1[　　　　　　　　　]　　　　[　　　　L L I I I l　　　　　　　　　　　　　　]　　　　l
1　7　2　7　3　3　0　0　8　5　4　3　6　7　6　32　2　2　1　2　9　2　2　2　1　1　1　1　1　1　1-　　　l l l l I I l l　　　　　　　　　　　　　　　　　-
*　*　*　*　*　*　. 9　*　4　. 5　*　*　*　3
3　　　　1　3t I l
2
*　　*　*　　*　　*　*　　*　*　*　*　*　　*　　*　　*Cyp2b9
Cyp2blO
Cyp2b13
Cy p2C50//54
Cyp2el
Cy p2jS
Cyp4al 0
Cyp4f1 4
Acaa2
AcSH
AcadvI
Acads
Acatl
Ehhadh
< Phospho]ipid and trigTycerideィe]ated gene >
*　8　6　6　. 8　*　5　. 2　*　*　*　*　*　*　*　*
2　1　1　1　　　　1　1l l I l
*　. 4　*　*　*　*　. 7　*　. 8　*　*　*　*　*　*　*
2
2　. 6　*　*　*　*　*　3　. 5　*　*　*　*　*　*　*
rl LI
l l
LI r1
】　　　　l
柳叩Dg kZG Pa mLC
LpI
Lyplal
Pcyt2
Pctp
Plal
Pi4k2a
Pik3C3
Pik4ca
Pip5klb
Pip5k2c
Ptdssl
L9 4P9LL3　　　　L5　　　L7P2Gene　■　　　　L3　　　　L5　　L7PZ　__
< Phosphotipid and trig～ceride-related gene >
Annexin AI
Annexin A2
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< upid and bite acid transporter (basoIateral membrane) >
2　5aa
tC Pば脚N ら ら .8　*　.11　　　　　　　一｢1-　　　　　　　　　　】 *　　*　　* *　8　7
L]l Ll
l I
2　2　80　4　3
I.I J　　　｣
*　*　*　*　*　*　*　*
*　　*　*　　*　　*
*　　*　*　　*　*
*　*　*　*　. 2　*　*　*
ー
*　*　*　. 6　*
rl
*　*　*　*　*
*　*　ー
r-
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< Lipid and bi一e acid transporter (canalicular membrane) >
P　2　2BSe叫M
Abcg5
Abcg8
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r山li
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<_ Drug metabolic enzyme >
cyp3all　　　　　*　　　*　　　*　　　*　　1 ･2　　1･3
st2a　　　　　　　　*　　12.6　　　　*　　　　*　　　3.2　　　3.5
Data represent fold change relative to control group･ -a indicates 1/a･ 'indicates
not significant difference from control group･
Hmgcs, HMG-CoA synthase; Hmgcr, HMG-CoA reductase; Pmvk,
phosphomevalonate kinase; Lss, lanosterol synthase; Ebp'phenylalkylamine Ca2+
antagonist (emopamil) binding protein; Acacb, acetyl-CoA carboxylase beta; Acas,
acetyl-CoA synthase; Fads, fatty acid desaturase; Elovl, elongation of very long
chain fatty acids-like; Scd, stearoyl-CoA desaturase; Acaa, acetyl-CoA
acyltransferase; Acsll, acyl-CoA synthase long-chain family member 1; Acadvl･
acyl-CoA dehydrogenase, very long chain; Acads, acyl-CoA dehydrogenase, Short
chain; Acat, acetyl-CoA acetyltransferase; Ehhadh, enoyl-CoA, hydratase/3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; Dgat, diacylglycerol 0-acyltranSferase, Chpt,
choline phosphotransferase; Dgkz, diacylglycerol kinase zeta; Gpam･ glyceroll 31
phosphate acyltransferase, mit∝hondrial; Lcat, lecithin cholesterol
acyltransferaSe; Lpl, lipoprotein lipase; Lypla, ly80Phospholipase; Pcyt･ phosphate
cytidylyltransferase; Pctp, phosphatidylcholine transfer protein; Pla･
phospholipase; Pi4k2a, phosphatidylinosito1 41kinase type 2 alpha; Pik3C3,
phosphoinositide13･kinase, class 3; Pik4ca, phosphatidylinosito1 41kinase･ catalytic,
alpha polypeptide; Pip5klb, phosphatidylinosito1-4-phosphate 51kinase, type 1
beta; Pip5k2C, phoSphatidylinosito1-4-pllOSphate 5-kinase, type 2, gamma;Ptdss,
phosphatidylserine synthase; Plscr, phospholipid scramblase; Fxr･ farnesoid X
receptor; Lxr,liver X receptor; Ppar, peroxisome proliferator-activated receptor;
sllp, Small hetero血ner partner; Srebp, steroid regulatory element binding
protein; Apo, apohpoprotein; Ldlr, low density lipoprotein receptor; Ntcp･ Na'-
taurocholate cotransporting protein; Sic, solute carrier; Bsep, bile salt export
pump; Mrp, multidrug resistance-associated protein; Mdr, multidrug resistance;
Abc, ATP-binding cassette.
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第2節RT-PCR法による遺伝子発現解析
LCA､ PCN併用実験からLCA誘発肝障害に対する防御因子を探索すること
を目的とした｡ LCA誘発肝障害に対する防御因子であることが既に判明してい
′
るSult2aやCyp3aとともに脂質関連遺伝子の肝内における発現量の変動を
Rr-PCRを用いて解析した｡これまでの研究によりLCA誘発肝障害と肝内脂
質レベルには何らかの密接な関連があると考えられる｡何らかの脂質関連因子
がLCA誘発肝障害に対する防御因子として機能していると考えられ､それを
同定することを目的とした｡肝内脂質レベルの変動に関与する可能性が考えら
れる脂質関連遺伝子についてRT-PCR法により発現レベルを検討し､ LCA誘発
肝障害の防御に関与すると考えられるCyp3allやSult2alの発現パターンと比
較した(Table5)｡脂質関連遺伝子として脂質の胆汁排推トランスポーター(Bsep,
Mdr2, Abcg5, Abcg8)､脂肪酸､胆汁酸の肝内取り込みトランスポーター
(cD36,Ntcp)血管側への胆汁酸排出トランスポーター(Mrp3,Mrp4)､脂質
関連核内受容体(FXR, SHP, PPARy)､脂質合成関連遺伝子(Cyp7al,
phosphatidic acid phosphatase (Pap), stearoyl-CoA desaturase (Scd),
acetyl CoA carboxylase (Acc-1), lipoprotein lipase (Lpl), fatty acid
elongase (Fae), CPC phosphocholine cytidyl transferase (Cpct), fatty acid
synthetase (Fas))､リン脂質関連遺伝子のphospholipid scramblase (Pis)､
annexin A2　に関して測定した｡コントロール群に対する　0.6%LCA群､
0.75%LCA群､ PCN群の変動と0.6%LCA群に対する0.6%LCA/PCN群の変
動を解析した｡これらの遺伝子は網羅的発現変動解析(マイクロアレイ解析)
で有意な変動が認められたものと､認められなかったものから成る｡ Table5に
はマイクロアレイ解析とRT-PCR法の結果を示した.マイクロアレイ解析で大
きく発現変動をしている遺伝子はRT-PCR法においても同様な結果が得られた｡
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一方マイクロアレイ解析で有意な変動が認められなかった遺伝子においても
Rr-PCR法により変動は解析されたが､その変動レベルは2倍以下であった｡
遺伝子変動としてLCAによる肝障害発現時の変動(LCA群vs control群)と
′
ともにPCN併用により障害が軽減される過程での遺伝子変動(LCA/PCN群
vsLCA群)の2つのパラメータを組み合わせることにより､遺伝子発現変動パ
ターンを4つに分類した(Fig. 5-2(A)(B))｡障害のレベルに対して正あるいは負
の関係で変動するグループとそれ以外の2つのグループに分類された0 LCA誘
発肝障害の防御因子と考えられるCyp3allとSult2alはLCA障害時に増加し､
pcN併用による障害の軽減時にも増加した｡これと同様な発現変動を示したの
が､ Mrp3,CD36,PPARg,Scd,Faeだった｡また障害のレベルと正の相関(障
害の発生で発現が増加し､軽減で発現が減少する)で発現変動をする遺伝子と
してMdr2, Pap,Lpl, PIs, Annexin2が認められた｡逆に負の相関を示すものは
Abcg5, Abcg8, Ntcp, Mrp4, mR, Cpct等だった｡
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Table.5 Relative mRNA levels oflipid･related genes
PCN 0.6% LCA IO.6%I.CA+PCN 0.75% LCA
MetaboIizing
enZyme
Cyp3all
Sult2a 1
Transporter
Bsep
Mdr2
~Abcg5
Abcg8
Cd36
Ntcp
Mrp3
Mrp4
Muclear receptor
Fxr
Shp
Ppar γ
Synthetase
Cyp 7al
Pap
Scd
Ace- 1
Lpl
Fae
Cp ct
Fas
Others
PIs
Annexin A2
1.8(1.3)　　　ー1.3(★)
4.3(3.5)　　　1.8(☆)
1.0 ( 忠)　　　　0.6 (0.6)
1.3 (0.8)　　　1.9 (1.3)
1.1 (1.5)　　　0.6(★)
1.0 (1.3)　　　0.7 (0.4)
1.2(★)　　　1.7(★)
1.0(★)　　　　0.5(★)
1.5(★)　　　1.4(★)
1.2(★)　　　　0.9(☆)
0.8(☆)　　　　0.7 (0.4)
0.7 (0.6)　　　0.6 (0.6)
1.4(★)　　　1.4(忠)
0.9 ( ★)　　　　0.4 (0.03)
1.4(☆)　　　　3.1 (4.6)
1.8(★)　　　1.6(☆)
1.1(★)　　　1.4(★)
1.2(*)　　　　5.7 (9.3)
1.1(☆)　　　1.3(忠)
1.1(☆)　　　　0.7(☆)
1.4(☆)　　　1.1(★)
1.1(忠)　　　　3.6(7.1)
1.4(☆)　　　　5.5(18,3)
2.3 (1.2)もむ
4.6 (3.2)姐
0.4(★)吐旦
0.9(☆)QLa
o.8 (1.7)旦遥
0.8(☆)土遥
2.7(★)王道
0.5(★)u
2.1(☆)王道
1.2(★)土遥
0.7(☆)と主
0.5(★)旦遥
1.7(★)と呈
0.2(☆)QA
2.1(')91
2.1(忠)と3
1.8(忠)主遥
1.6(★)吐3
1.8(☆)土塁
0.9(★)主遥
1.5(*)土遥
8　　92　　1
6　　8　　6　2　0　　4　　8　60　　2　　0　　0　　2　　0　　1　　0
5　　4　　20　　0　　1
1　　8　　8　　0　　3　4　　4　　80　　2　　1　　1　　6　　1　　0　　0
0.8(☆)旦遥　　　5.0
2.5(忠)吐き　　　8.2
Data represent fわld change relative to control group･ Fold changes relative to O･6% LCA group
are underscored･ Microarray data are glVen in parentheses･ *, no significant difference.
Acc, acetyl CoA carboxylase; Bsep, bile salt export pump; Cpct, CTP phosphocholine cytidylyl
transferaモe; Fae, fattyacid elongase; Fas, fatty acid synthetase; Fxr, famesoid X reseptor; Lpl,
lipoprotelm lipase; Mdr, multi-drug resista叫M叩, multi drug resistant related proteln; Ntcp,
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Na+　taurocholate cotransportlng pOlypeptide; Pap, phosphatidic acid phospatase; PIs,
phospholipid scramblase; Ppar, peroxisome proliferator-activated receptor; Scd, stearoyl-CoA
desaturase; Shp, small heterodimer partner･
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Fig.5-2　Expression profiles of lipid-related genes. (A) Plots of log((0.6%LCA + PCN)/(0.6%LCA)i
vs logf(0.6%LCA)/(Control)). (B)　Plots of log((0.6%LCA　+　PCN)/(0.6%LCA)i vs
log ( (0. 75%LCA)/(Control) )
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考察
LCA誘発肝障害と脂質閲連遺伝子の発現変動に関連があるかを解析するため
にマイクロアレイ法を用いて遺伝子の網羅的な解析を行った｡
.′
初めにマイクロアレイ解析を行ったマウスの毒性解析を行い､ LCAにより経
時的に毒性が強まり､ PCNを併用することでその毒性が抑制されることが確か
められた｡脂質関連遺伝子の発現変動を解析した｡その結果､ LCA処置により
毒性が増強されるほど脂質合成､分解､輸送など多くの脂質関連遺伝子の発現
が顕著に減少し､毒性が抑制されるとその発現はIF.常化した｡胆汁酸や脂質の
恒常性維持に関わる核内受容体取rやI-ぷrαもLCA処置で発現が減少した.こ
のことから､ LCA誘発肝障書において脂質代謝に変化が起きていることが示唆
された｡
コレステロールおよび脂肪酸関連の遺伝子はLCA処置により発現が減少する
ものばかりであったが､リン脂質関連遺伝子ではLCA処置により発現が増加し
た遺伝子が確認された｡しかし､これらの遺伝子はリン脂質の分解やリン脂質
と結合してアポトーシスシグナルになる遺伝予である｡また､脂質輸送に閲わ
る遺伝予で発現が卜昇したApoA-ⅣおよびApoC-Ⅱはトリグリセリドの分解
酵素Lplの清性を上昇させる働きをもつなど､ LCA誘発肝障害では脂質が分解
されやすい状態になっていると考えられる｡
トランスポーターの遺伝子発現変動からもLCA誘発肝障害において脂質レベ
ルに異常が起きていることが示唆された｡トランスポーターの発現変動におい
てもリン脂質の胆汁排洞に閲わるMdr2はLCA処置により発現が増加した｡
リン脂質合成酵素は発現が減少し､分解酵素は発現が増加しているにも関わら
ず､リン脂質の排推トランスポーターの遺伝子発現は増加していることから､
LCA誘発肝障害ではリン脂質の胆汁排洞に異常が起きているllJ能作が示唆され
-36-
た｡さらにRT-PCR法による防御因子の検索も実施した｡網羅的遺伝子発現変
動解析で有意な変勤が認められなかった遺伝子についてもRTJPCR法により変
動は検出されたがその変動のレベルは2倍以内であった｡LCA群vsコントロー
/
ル群とLCA+PCN群vs LCA群の2つの変動パターンの組み合わせにより4種
に遺伝子発現変動パターンが分類された｡ LCA誘発肝障害の防御因子と考えら
れるCyp3allとSult2alはLCA障害時に増加し､ PCN併用による障害の軽減時
にも増加したよこのCyp3allとSult2alの発現変動は障害発生時には生体防御の
ための適応応答により増加し､薬物処理(PCN)に応答してさらにその発現が元進
したと考えられた｡薬物応答の結果発現がさらに大きく克進したため､ Cyp3all
と　Sult2alは障害の軽減に関与したと考えられた｡これらと同様に考えると
cyp3allやsult2aと同様な発現変動をするMrp3, CD36, PPARy, Scd, Faeは障害
の防御因子となる可能性を有していると考えられる｡上記の遺伝子は肝内の脂
肪酸レベルの元進あるいは胆汁酸レベルの低下に関与すると考えられることよ
り､これらの事実も､発現変動パターンからの仮説を支持するものである｡
これらの遺伝子の発現変動はマイクロアレイデータでは検出されなかったこ
とからマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現変動解析では解析出来ない部分
があることも明らかとなった｡また障害の変動と正あるいは負にパラレルに変
動する遺伝子が多く認められた｡これらの遺伝子は障害の原因あるいは障害の
軽減の原因となるものではなく､肝臓内の障害のレベルの変動の結果を反映し
て発現変動する一群の遺伝子と見なすことが出来るかもしれない｡本実験での
RT-PCRによる個別の発現変動解析により一連の機能に関与する遺伝子群でも
発現変動パターンが異なり､それらを区別することにより生体応答に対応した
有益な遺伝子発現情報を抽出.LIJ,来る可能性が示された｡
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3章　LCA誘発肝障害の防御と脂質代謝
胆汁酸はコレステロールから生合成され､コレステロール､リン脂質とともに
胆汁中でミセルを形成する｡胆汁酸､リン脂質､コレステロールの排滑にはそ
/
れぞれbile salt export pump (Bsep)､ multidrug resistance gene 2 (Mdr2)
(human MDR3)､ Abcg5/8といったトランスポーターが関与している｡ Bsep
やMdr2 (MDR3)の機能低下は進行性家族性肝内胆汁欝滞(PFIC)を引き起こす.
また､胆汁中のリン脂質が不足すると胆汁酸はミセルを由成できず細胞傷害作
用を示し､胆管炎ひいては胆汁欝滞を引き起こす.このように胆汁酸と脂質は
深く関連しているにも関わらず､ LCA誘発肝障害の防御に対して脂質の胆汁排
浬が関与しているかはよく分かっていない｡そこで本研究では､ LCA誘発肝障
害の防御機序として脂質の胆汁排涯に着目し､その機序の解明を試みた｡
pregnenolone- 1 6α-carbonitrile (PCN)は核内受容体pregnane X receptor
(PXR)のリガンドとなり薬物代謝酵素　cytochrome (Cyp) 3a　や
hydroxysteroid sulfotransferase (Sult2a)を誘導することでLCAの代謝を克
進し､肝外への排滑を促進させて､毒性を軽減することが明らかとなっている｡
そこで､防御機序における脂質代謝の関与について解析するために､ LCAの毒
性発現時およびpCN併用による毒性抑制時での胆汁中への脂質排推量および肝
臓中脂質濃度を解析した｡また､ PCN併用実験の結果､肝臓中のリン脂質レベ
ルの維持が肝障害の発生抑制に関わると考えられたため､リン脂質の分解酵素
であるphospholipase A2 (PLA2)の阻害剤quinacrine (QNC)を併用し､肝障害
マーカー､肝臓中脂質濃度ならびに胆汁中への脂質排推量を測定した｡その結
果､ LCA誘発肝障害では脂質関連遺伝子に顕著な変動が認められたが､ PCN併
用によりそれらの変動は抑えられた｡また､ LCA処置によりリン脂質の肝臓中
濃度および胆汁中排推量が減少したが､ PCNあるいはQNC併用により肝障害
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は抑制され､リン脂質の肝臓中濃度ならびに胆汁中排推量の減少が抑えられた｡
以上のことより､肝臓中のリン脂質レベルを上昇させることでLCA誘発肝障
害を防御できる可能性が示唆され､ LCA代謝のみならず､肝臓中リン脂質レベ
′
ルの維持ならびに胆汁排湛元進が防御機構として重要であることが示唆された｡
第1節　pCN併用の影響
一遺伝子発現解析の結果､ LCA誘発肝障害では脂質代謝に異常が起きているこ
とが考えられたo　胆汁酸は脂質の一種であるコレステロールから生成されるな
ど胆汁酸と脂質は密接に関連している｡また､胆汁酸が胆汁中に排湛されると
ホスプアチジルコリンやコレステロールの胆汁排椎を刺激し､胆汁中でミセル
を形成する｡ミセル形成は胆汁酸の持つ細胞傷害作用を抑えている｡そのため､
胆汁中にホスプアチジルコリンを排涯するトランスポーターmouse Mdr2
(human MDR3)の機能低下はミセル形成が不十分となり､胆汁酸の細胞障害作
用を抑えられずに胆管炎､ひいては胆汁密滞を引き起こす｡本章では前章と同
様にLCAとPCNの併用実験を行い､体重変化､肝障害パラメーター､胆汁中
脂質排雅量および肝臓中脂質濃度を解析し､ LCA誘発肝障害に対する防御に脂
質の胆汁排涯が関与しているか検討した｡
雌性マウスにLCAを処置すると体重が減少するという報告がある｡体重の減
少は体内の脂質の減少とも考えられる｡そこでPCN併用時の体重の変化を調べ
た｡ LCAを摂取させることで体重は減少し､ 3日目からは有意な減少が認めら
れた｡体重減少はコーンオイル投与後平衡状態となったが､ 9日目には初日と比
べて80.8%まで減少した.一方､ PCN併用群ではPCNの投与後から体重の回
復が認められ､ 8日目からは体重の有意な減少は認められなくなり､ 9日日には
98.1%まで体重が戻った｡コントロール群およびPCN単独群では有意な体重変
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shown as the mean土S.D. (n48). Signi魚cant difference 80m initial body weight･
化は認められなかった(Fig. 6-1.). PCNの毒性抑制効果を確認するために肝障
害マーカーとされているALTおよびALP活性を測定した｡その結果､ LCA処
置群ではjuXおよびALP活性がコントロール群に比べてそれぞれ約89.5倍
(716±307IU/D､約5.7倍(330 ± 102IU/Dに上昇した｡一方､ PCN併用
群ではAL:T､ ALP活性の上昇は抑えられ､コントロール群と有意な差は認めら
れなかった(Fig. 6-2.)0
本研究ではLCA誘発肝障害の防御に対して脂質の影響を検討しているが､本
実験系ではPCNをコーンオイルに懸濁させている｡そこで､コーンオイルの代
わりに2% hveen80水溶液で懸濁させて同様の実験を行ったところ､同様に
LCAにより肝障害が認められ､ PCN併用により肝障害が抑えられた｡ (datanot
shown)
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AconbI PEN LCA LCA岬CNcontrol PCN LCA LCA+Pen
Fig. 6-1. SenlTn AlJT (A) "a ALP (B) &ctivlty･ C57BL/'6 femalemice werc鮎a
control diet or the diet supplcmeTtted with O･6% lithocholic acid for 9 days and
cotrcated with PCN (loo mg九g) or com oil for last 4 days･ Data are shown as the mean
士S.D. (肝=5-8). ('榊p<0･001)
LCAは胆汁彰滞型の肝障害を引き起こす.胆汁中への胆汁酸の排滑はリン脂
質､コレステロールと関連している｡そこで胆汁中の胆汁酸および脂質の排推
量ならびにトランスポーターのmRNAレベルを灯-PCR法により解析したo
LCA処置により胆汁酸､リン脂質およびコレステロールの胆汁中への排雅量
がそれぞれ約29.5% (10.9 ± 3.1 nmol/min/gliver)､約35･9% (1･84 ± 0･76
mg/min/g liver)､約42.9% (0･18 ± 0･04 mg/min/gliver)に減少した｡ PCN
併用群ではLCA群と比べて胆汁酸､リン脂質､コレステロールともに胆汁中へ
の排雅量の減少は有意に抑えられた｡一方､ PCN単独群ではコントロール群と
比べて有意な変化は認められなかった(Fig. 6-3)0
トランスポーターの発現量解析の結果､ LCA群では胆汁酸トランスポーター
BsepとコレステロールトランスポーターAbcg5/8の発現量は減少したが､リ
ン脂質トランスポーターMdr2の発現量は増加した｡ PCN併用によりAbcg8の
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発現が増加したが､それ以外の遺伝子はコントロール群と同様のレベルだった
(Table 6)0
(}8^竺BEu盲[toLLILJ)
87巴Pdpopptz8[!qheMg
cc伽　PCN LCA LCAtPCN　　　榔軸　PCN L弘LCAmN cud PCk LCA LCAや馳
Fig. 6･3. Changes h biliary bile acid (A), phospholipid (8) aJId cholesterol (q
outptlt rate･ C57BL/6 femal¢mice w耶免d a control diet or the diet supplement ed
with 0.6% 1ith∝holic acid for 9 days and ccRreated with PCN (l00mg搬g) or corn oil
for last 4 days. Data are shown as the mean土S.D･ (n=5-7日や<0･05 , *串p<0･Ol and
"*p<0.Col)
Table 6. Changes in the expression profile of transporter genes in Iiver･
Gene PCN LCA LCA+PCN
1.0　　　　　0.6　　　　　1.0
1.3　　　　　1.2　　　　　1.1
1.1　　　　　0.8　　　　　1.0
1.0　　　　　　0.8　　　　　1.5
Bsep
Mdr2
Abcg5
Abcq8
Data represent fold change relative to control group.
LCA群においてMdr2の発現量が増加したにも関わらず､胆汁中への排推量は
減少した｡この原因の一つとして肝臓中のリン脂質濃度が減少しているために
排浬が減少した可能性が考えられた｡そこで肝臓中の胆汁酸および脂質濃度を
測定した｡ LCA群では胆汁中の胆汁酸および脂質の排推量は減少したが､肝臓
中では胆汁酸濃度が3147 ± 1405nmol/gliver､コレステロール濃度が5.3 ±
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0.7 mg/ghverであり､有意な上昇が認められた｡毒性の軽減が認められたPCN
併用群では胆汁酸濃度が179 ± 104nmol/gliver､コレステロール濃度が4･1
± 0.7mg/gliverであり､ LCA群と比べて有意な減少が認められた｡一方､リ
′
ン脂質濃度はコントロール群で19.7 ± 1.2 mg/gliverであるのに対し､ LCA
処置群では17.4 ± 0.9rrw/gliverであり､減少が認められた. PCNを併用す
ることで20.7 ± 1.6mg/gliverとなり､リン脂質の減少は抑えられ､コント
ロール群と同程度まで回復した｡また､ PCN単独群ではリン脂質濃度が22.0 ±
1.4mg/gliverであり､コントロール群と比べて有意な増加が認められた(Fig･
6-4).
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Fi宜. 6-4. Changes in hera(ic bile acid (A). phospholipid (a)仙d cholesterol (q
coTICeTIIratioTl. C57BL/6 female mice were fed a control die( or the diet supplemented
with0.6% lithocholic acid for 9 days and cotreated with PCN (100 mg/kg) or com oil
for last 4 days. Data are shown as the mean ± S･D･ (n-6-8)･ ('p<0･05,書手p<0･Ol and
…*p<0.00】)
第2節　Quinacrine (QNC)併用の影響
pcN併用時の脂質レベルの変動解析の結果､ LCA誘発肝障害ではリン脂質の
胆汁排浬に異常が起きていることが示唆された｡リン脂質は細胞膜の主成分で
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あるだけでなく､コレステロールの溶解性を高めたり､胆汁中では胆汁酸の持
つ細胞傷害作用を抑えたりするなど､生体内で非常に重要な役割を担っている｡
マウスにおいてリン脂質の一種であるホスフアチジルコリンの急激な減少は重
/
篤な肝障害を引き起こし､ 4-5日で死亡してしまうという報告もある｡リン脂質
の分解に関わる酵素にPIA2がある｡そこで､ LCA処置マウスにPIA2の阻害剤
を併用するとリン脂質の減少が抑えられ､その結果LCA誘発肝障害が抑えられ
ると考えられた｡ PLA2の阻害剤としてQNCを用いた｡ Control dietおよび
0.6% LCAを混餌で6日間摂取させ､混餌投与開始と同時に生理食塩水または
QNC (90mg/kg)を1日1回腹腔内授与し､肝障害パラメーター､肝臓中脂質
濃度および胆汁中脂質排推量を解析しLCA誘発肝障害に対する防御にリン脂質
が関与しているか検討した｡ PLA2阻害剤であるQNCを併用した時の肝障害の
レベルを血清中のALTおよびALP活性により解析した｡その結果､ LCA処置
によりALT活性はコントロール群と比べて約154倍(862 ± 335 IU/L)に上昇
したが､ ALP活性の上昇は認められなかった｡一方､ QNCを併用するとALT
活性の上昇はコントロール群と同程度(14.4 ± 1.6 IU/L)まで抑えられた(Fig.
7-1)0
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cBntrOI QNC LCA LCAqNC
Fig. 7-1･ Serum ALT (A)抽d ALP (B) ACtjvity･ C57BL/6 female mice were触a control
diet or die diet supplementedwith O･6% lithocholic acid and cotreatedwith QNC (90 m鍾g)
or saline for 6 days. Data are shown as the mean i= S･D･ tn45). (州p<0･00l )
LCA誘剰干障害では肝臓中の脂質レベルに変動が認められたことから肝臓中
の胆汁酸､リン脂質およびコレステロールの濃度を測定したoその結果､ PCN
併用実験の結果と同様にLCA処置により肝臓中の胆汁酸およびコレステロール
の濃度はそれぞれコントロール群と比較して約8･7倍(1667 ± 525 nmol/g
hver)､約2.2倍(1.5 ± 0.5 mg/ghver)に増加した｡リン脂質濃度は約82%(16･0
± 2.1 mg/gliver)に減少した〇一万､ QNC併用群では胆汁酸､コレステロー
ルの上昇およびリン脂質の減少は有意に抑制されたoまた､ QNC単独群での肝
臓中胆汁酸および脂質の濃度変化は認められなかった(Fig･ 7-2･)o QNCを併用
することで肝障害の抑制が認められたが､この抑制効果にリン脂質の胆汁排推
量が関与しているかを検討するために胆汁中の胆汁酸および脂質の排推量を測
定した｡その結果､ QNC併用によりLCA群と比べて胆汁中への胆汁酸､リン
脂質､コレステロールの排推量はそれぞれ約2･1倍(110･0 ± 42･1nmol/min/g
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liver)､約2.0倍(ll.25 ± 3.68 mg/min/g liver)､約2.1倍(0.54 ± 0.18
mg/min/g止ver)に上昇した(Fig. 7-3.)｡一方､ QNC単独群の胆汁中への胆汁
酸および脂質の排推量はコントロール群と有意な変化は認められなかった
(data not shm)｡
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考察
本研究ではLCA誘発肝障害に対する防御と脂質の胆汁排滑との関連を検討す
るためにPCNまたはQNC併用時の脂質レベルの変動を解析した｡
脂質レベルを測定したところLCA処置で胆汁中への胆汁酸､リン脂質､コレ
ステロールの排推量ならびに肝臓中リン脂質レベルが減少したが､ PCN併用に
ょりそれらの減少は抑えられた｡このことから､ PCNは薬物代謝酵素Cyp3a
やSult2aの誘導以外に肝臓内リン脂質レベルを上昇させることでLCA誘発肝
障害を軽減させた可能性が示唆された｡
肝臓中のリン脂質レベルはPCN単独群においてコントロール群よりも高い値
を示しており､ PCNがリン脂質レベルを増加させる作用を持つことも明らかと
なった｡このことは近年PXRのリガンドが脂質レベルを増加させるという報告
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と一致する.またRT-PCR法で遺伝子発現変動を解析したところ､ PCN処置群
では脂質合成遺伝子の発現が上昇したことから､この結果も上記の仮説を支持
している｡ PLA2阻害剤のQNCを併用した場合にも､肝障害が軽減され､この
/
時肝臓中のリン脂質レベルならびに胆汁排推量に有意な増加が認められたoこ
れまでにQNCは脂質過酸化を抑えることで肝細胞傷害を抑制するという報告
はあるが∴胆汁穆滞型の肝障害を抑えるという報告は無く､本研究で初めて明
ら灘としたoこれにより､ QNCが胆汁穆滞型肝障害に対する新たな治療薬とな
り得る可能性が見出された｡
胆汁酸はリン脂質､コレステロールとともに胆汁中でミセルを形成するが､
リン脂質が不足することで胆汁酸はミセルを形成できず､細胞傷害作用を示し､
胆汁欝滞を引き起こす0本研究ではLCA誘発肝障害では肝臓中のリン脂質が減
少したために胆汁中へ排推されるリン脂質の量が減少し､胆汁欝滞を引き起こ
したと考えられた｡そして､ PCNやQNC併用により肝臓中のリン脂質レベル
を維持することがLCA誘発肝障害に対する防御機序となる可能性が示唆されたo
今後､経時的にリン脂質ならびに胆汁酸のレベルを解析することでLCA誘発肝
障害に対する防御機序の解明が望まれるoまた､ LCA誘発肝障害の防御機序解
析の研究が発展し､薬物性肝障害の防御機序および新規治療法が解明されるこ
とを期待する｡
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4章　LCA誘発肝障害の防御と脂質代謝(2)
LCA誘発肝障害に対する生体防御機序として､これまでにSult2aや､ CYP3A
が関与するLCA代謝の元進が明らかとなっている｡しかしながら､この肝障害
に対する生体防御機序は末だ不明な点が多い｡
コレステロール異化排推促進作用が知られているプロブコールをLCAと併用
処置し､ LCA誘発肝障害の毒性発現に変化を及ぼすかを検討した｡
C57BL/6嘩性マウスをプロブコール群､ LCA群､プロブコール併用群､無
処置群の4群に分け､プロブコール群には0.5%の濃度のプロブコールを､ LCA
群には0.5%の濃度のLCAを､プロブコール併用群には0.5%のLCAならびに
0.5%のプロブコールをそれぞれ混餌投与した｡また､無処置群には通常の餌を
摂取させた｡薬物処置より9日後に､マウスの血清､肝臓を採取した0
第1節　LCA誘発肝障害のprobucol併用による軽減
雌性マウスにLCAを摂取させると､体重が減少するという報告がある｡これ
は､ LCAの毒性によるものと考えられている｡そこで､体重変化を毒性パラメ
ーターの一つと考え､ LCAにプロブコールを併用処置した際の体重変化につい
て検討を行った｡
その結果､ LCA群では薬物処置開始後6日目から､有意に体重が減少し始め
た｡その後も体重は減少を続け､ 9日目には処置開始前の約83%にまで減少し
た｡一方､無処置群､プロブコール群､プロブコール併用群の3群は､ 9日目の
体重が薬物処置開始前の約109 %､ 113%､ 109%であり､増加傾向であった
(Fig.8-1.)0 LCA投与による肝障害発現に対し､プロブコールを同時投与した
際の影響を検討するため､採取した血清から肝障害マーカーであるalanine
aminotransferase (All)とalkaline phosphatase (ALP)の活性を測定し
た｡その結果､ LCA単独群ではjuT･ALP活性共に､無処置群と比べて､それ
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的*p<0･00日
ぞれ約43.8倍(526.9 ± 277.3IU/L)､約4.4倍(312.7 ± 76･9IU/L)と､
-50-
有意な上昇が認められた｡一方､プロブコール併用群では無処置群と比べAIX
ならびにALP活性に有意な差異は認められなかった(Fig. 8-2.).
プロブコール併用群では､肝障害マーカーの有意な増加が認められなかった｡
これより､プロブコール併用により肝内胆汁酸濃度の変化をもたらしている可
能性が考えられる｡そこで､肝ホモジネ-トからの抽出液を用いて､肝内3α-OH
胆汁酸濃度を測定した｡その結果､ LCA群では無処置群の約52倍(2755 ±
1250 nmol/gl,iver)と顕著な増加が認められた｡一方､プロブコール併用群で
は197.1 ± 89.9nmol/gliverであり､無処置群との差は認められなかった｡
(Fig. 8-3.)
(Ja^笠6fJOuU)
4JOE盲LtuOUuOUPPeOニqHO.T)C]e70ト 州　側　洲　州　Ⅷ
Fig･ 8J･ Cbngcs ill hera-ic 3cl-OII bit-cid conctLntmtion･ C578L/6 fen-al-tice
were fed a cotltrOl diet or the diet s呼plel聡ntd with O･5% probueol A 0･5% l娘od一曲e
acid or both of them for 9days, Data are shown as the frlearはS･D･ (n=5-恥‡***p<8･tiOl
)
第2節　プロブコール併用による胆汁酸排涯への影響
肝臓からの胆汁酸排滑はいくつかのトランスポーターを介して行われてい
る｡肝臓から胆管側への胆汁酸排椎に関わるBsepは､タウリンやグリシン抱合
された胆汁酸を基質としている｡ヒトにおけるBSEPの機能欠損は致命的であ
-5ト
り､マウスにおけるBsep欠損は肝内胆汁夢滞の症状を呈することから､ Bsep
は胆汁酸排涯に非常に重要であると考えられている｡そこで､ LCA処置ならび
にプロブコール併用処置による胆汁酸の胆汁排滑への影響について検討を行っ
た｡無処置群､プロブコール群､ LCA群ならびにプロブコール併用群の各群の
肝BsepmRNA発現量をRT-PCR法により､また､肝膜画分におけるBsepタ
ンパク質発現量をWesternblot法により定量した｡また､胆管からの経時的胆
汁採取により胆汁流量と胆汁酸排推量を測定した｡
肝臓からの胆汁酸排涯にはトランスポーターが関わっており､中でもBsepは
胆管側への胆汁酸排浬に重要な役割を果たしている｡そこで､各群のマウスの
肝臓からまずRNAを抽出し､打トPCRによりBsep mRNAの発現変動を解析
した｡さらに､肝膜画分を調製し､ Western blot法によりタンパク発現変動を
解析した｡ RT-PCRを行った結果､ BsepmRNA発現量は､ LCA群で無処置群
の約55%と有意な減少が認められた.一方､プロブコール併用群はLCA群の約
154%､無処置群の約85%であり､ LCA群に比べ有意な増加が認められた｡
western blot解析を行った結果､ Bsepタンパク発現量は､ LCA群で無処置群
の約20%と有意な減少が認められた｡一方､プロブコール併用群はLCA群の
約390%､無処置群の約80%であり､ LCA群に比べ有意な増加が認められた
(Fig.8-4,5) ｡
LCA処置群に対し､プロブコールを併用処置することで､肝内3(ユーOH胆汁
酸濃度の有意な減少が認められた｡また､肝臓からの胆汁酸排浬に関わるトラ
ンスポーターであるBsepのタンパク発現量は､ LCA群で有意に減少していた
が､プロブコール併用群は無処置群と同レベルであった｡そこで､肝臓からの
主要な胆汁酸排推経路である胆汁を採取し､胆汁中への胆汁酸排推量の変化を
測定した｡各群のマウスの胆管を結紫し､胆嚢から経時的に胆汁を採取し､そ
の胆汁流量と胆汁酸排推量を解析した｡その結果､ LCA単独群の胆汁流量は無
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処置群と比較して､約40%(0.62 ± 0.35 ml/min/gliver)と有意に減少した｡
また､胆汁酸排推量も約54% (37.6 ± 13.5 nmol/min/g liver)と減少傾向
が見られた｡一方､プロブコール併用群での胆汁流量ならびに胆汁酸排推量は､
それぞれ1.52 ± 0.20 ml/min/g livef､ 89.6 ± 8.3 nmol/min/gliverであ
り､無処置群との差は認められなかったが､LCA群と比較して､それぞれ約245%､
GAPDH
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LCA+
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約240%であり､有意な増加が認められた｡また､プロブコール群は無処置群と
比べ､胆汁流量に変化はなかった(1.73 ± 0.41ml/min/gliver)が､胆汁酸
排推量は有意な増加が認められた(107.8 ± 32･6 nmol/min/ g liver)
(Fig.8-6).
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第3節　Probucol併用による脂質変化
本研究では､ LCA誘発肝障害に対すろ防御機構を明らかにするため､プロブ
コール併用時の胆汁酸動態の変化に着目し､検討を進めてきた｡しかしながら､
プロブコールは血清コレステロール値ならびにトリグリセロール値を顕著に低
下させる薬物であり､脂質代謝に変化をもたらしていると考えられる0
そこで､プロブコール併用による血清中､肝臓中ならびに胆汁中の脂質変化
も三着目し､検討を行った｡プロブコール処置ならびにLCA処置による､血清中
の脂質濃度の変化を検討した｡
Td)1e 8-I. Changeさin雛r皿m , PL , T -Cbl ,CE Bmd r血ofC矧で-Chol
Sernm
TG PL T- ChoI CE CE/r- Cbl
hgml)　hdhl)　hdml)　hghl)　mtio
oo血1　　1-37±0.18　1･23土0･12　0･59±0･08　0･46土0･06　0･79土0･03
a
pzt)bucD1　0･65±0115a O･40土0･09a 0,07土0･04a Ol03±0.02　0･32±0･22a
a                           a             a
LCA 1.17土0.15　1159土0･25　0･75土0･15　0124土0･08　0･31土0･11
鎧. o･95土0･07a O･46土0･Oflb o･.3土0･07alb o･08±0107a■b o･50±0･34
C57BL/6femab mice were fed a controldiet or the dietguppleme nted with0.5%
probucol , 0･5% hthα九ohc acid orboth of them for9days･ Date are shown as the
mean ± S.D, (n=4 -6). a P〈O.05compared with controlgroup, b p<o･05compared
withLCAgroup. TG ; triglyceride PL ;　phospholipid T-Chol ; totalcholesteroI
CE ; cl101es;terol eE;tor
その結果､トリグリセリド汀G)､リン脂質(PL)､総コレステロール(T-Chol)
ならびにコレステロールエステル(CE)濃度は､無処置群に比べプロブコール群
で有意な減少が認められた｡ PLは無処置群に比べ､ LCA群で有意な増加が認め
られた｡さらに､ LCA群に比べプロブコール併用群では､ TGに差は認められ
なかったが､ PL､ T-CholならびにCEが有意に減少していた｡また､ T-Chol
中のCEの比率を求めたところ､無処置群に比べプロブコール群ならびにLCA
群で有意に減少していた(Table 8-1)0
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プロブコール処置ならびにLCA処置による､肝臓中の脂質濃度の変化を検討
した｡その結果､ TG､ PL､ CEならびにCE/T-Cholは各群に差が認められな
かった｡ T-Cholは､ LCA群に比べプロブコ-ル併用群で有意な増加が認めら
れた｡ (Table 8-2.)
Td)le 8-2.伽m酢8 in hepiltic T一触1 , m皿dTG
TG PL T- ChoI CE CErP -Chd
(m由止▼cr) (m由liwr) (mdgliver) h由liYez)　　ratio
cD血1　16.7±3.4　15,4土1.4　2.42±0.33　0.16±0.25　0.13±0.12
pzt)buco1　2119土3･0　1219土2･7　　2･21土0･51　0.37±0･26　0117土0･13
LCA　　　16.9土7.0　11.2±1.7　　2.70土0.43　0･25±0･21　0･10±0107
LCA+　14.8±1.6　13.1±4.2　1.99土0.46b o.39土0,48　0.36±0.24
p舶d
C57BI,/6fema】e mice were fed acontroldiet or the diet凱lppleme nted with
o.5% probucol , 0.5% lith∝九olic acid or tx)th ofthemfor 9days･ Dateare
shown as the mean　± S.D. (n=4 18). bp<0.05compared with LCA group
プロブコール処置ならびにLCA処置による､胆汁中の脂質排推量の変化を検
討した｡その結果､トリグリセリド排推量は各群で差が認められなかった｡リ
ン脂質排推量は､無処置群に比べプロブコール群で有意に増加していた｡また､
無処置群に比べLCA群で有意に減少していたが､プロブコール併用により有意
に増加が認められた｡総コレステロール排推量は､無処置群ならびにLCA群に
比べ､プロブコール併用群で有意に増加していた｡ (Table 8-3)
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Td)le 8-3. Chazqps in tdiary T-Chol , PL andTG NtPut ralte
TG PL T ～ Chol
(pdninlgliver) (pghinlghwr) (pghinlgliver)
eo血1　　　　0.41 ±0.38　′　　6･95±2･19　　　　0･35±0･07
a
probucol O･27±0･13　　11 ･41 ±1･72　　　0･54±0･16
a
LCA 0.53± 0.44　　　1.20± 0.60　　　　0･24± 0･10
LCA +
brohcol
b　　　　　　'　　　　　　　a.b
0.99± 0.87　　　　　7.70±3.08　　　　　0.78± 0.22
C57BL/6femal企mice were fed acontmldiet orthe dietsuppleme nted with
0.5% pmbucol , 0.5% lithocholic acid or both of them for9days. Date are
shownasthemean　± S.D. (n=4-6).
a p<0.05 compared withcontml gmup b p<0.05 compared with LCA group
考察
プロブコール併用処置により､ LCA誘発肝障害が抑制されることが明らかと
なった｡また､無処置群に比べ､ LCA処置群の肝内3α-OH胆汁酸濃度に増加
が認められたが､プロブコール併用群は差が認められなかった｡肝内胆汁酸濃
度の増加は肝障害との関連が示唆されており､プロブコール併用により肝内胆
汁酸濃度の増加が抑制されたことが肝障害の軽減に大きく寄与していると考え
られた｡
LCA処置により､ BsepはmRNAおよびタンパク発現量が減少したが､プロ
ブコール併用によりLCA群に比べ､ mRNA､タンパク発現量共に有意な増加が
認められた｡ LCAはBsepmRNA発現量を減少させるという報告があるが､本
研究でも同様の結果が得られた｡
無処置群に比べ､ LCA群で有意な減少が認められた胆汁流量は､プロブコー
ル併用群では無処置群とはぼ同レベルに維持されていた｡胆汁中への胆汁酸排
推量は､無処置群に比べLCA群で低下傾向が見られた｡しかしながら､プロブ
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コールを併用することで､ LCA群に比べ有意な上昇が認められた｡ Bsep機能欠
損患者では､胆汁中への胆汁酸排涯が健常人の約1%しかないという報告や､
Bsep欠損マウスでは胆汁中への胆汁酸排浬が野性型マウスの30%に減少する
という報告があることから､プロブコ-ル併用によるBsep発現量の維持が､胆
汁中への胆汁酸排推量を維持したと考えられる｡さらに､薬物によるBsep機能
阻害が､肝内への胆汁酸の蓄積を招き､薬剤性肝障害を誘発するという報告が
ある｡以上より､ LCAにより発現量が減少するBsepmRNAならびにタンパク
発琴量を､プロブコール併用により維持した結果､肝内からの胆汁酸排涯を維
持したことが､肝内胆汁酸濃度の増加を抑制したと考えられた｡
プロブコール処置による､そしてLCA処置による脂質動態の変化について､
血清､肝臓ならびに胆汁の面から検討､解析した｡
これらの結果の中で､特に著しく変動が見られたのは､胆汁中での､ LCA群
におけるリン脂質排推量である｡胆汁中において､リン脂質は胆汁酸ならびに
コレステロールとミセルを形成しており､その組成比の維持が重要であるとさ
れている｡しかしながら､胆汁中の胆汁酸排推量ならびにコレステロール排推
量は無処置群とLCA群で有意な差が認められなかった｡また､ LCA群では血
清中のリン脂質濃度も無処置群に比べて有意に増加していた｡このことから､
LCA処置におけるリン脂質動態の変化が､肝障害と大きく関わっている可能性
が示唆された｡本研究における血清､肝臓ならびに胆汁中の脂質変化が､今後
のLCA誘発肝障害の発生機構ならびに防御機構の解明に役立つことを期待する｡
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総括
胆汁密滞型肝障害を誘発するlithocholic acid (LCA)をモデル化合物とし､障害
を軽減する薬物(pregnenolone-1 6α-carbonitrile (PCN) , probucol,
quinacrine)を併用して肝障害の防御機序を解析した｡ PCNの併用によるLCA
誘発肝障害軽減の機序としてLCAの硫酸砲合について､その詳細を解析した｡
LCA硫酸砲合体は非砲合体と比べ非常に高い効率で糞中へ排推されるため､体
外へのLCAの排滑に重要な役割を担っていることを､ LCA硫酸砲合体の体内
動態を解析することにより明らかにした｡ LCAの代謝以外の新規の肝障害防御
機序を明らかにするためLCAとPCNの併用の実験系ではマイクロアレイによ
る網羅的遺伝子発現変動解析とRT-PCR法による遺伝子発現変動解析を実施し
て肝障害の新規防御機序の予測を行った｡内在性代謝物の代謝や輸送に関連す
る遺伝子に注目して遺伝子発現変動を解析したところ､ LCA処理群でトリグリ
セリド､遊離脂肪酸の肝内利用のシフトやリン脂質の代謝中間体生成酵素､リ
ン脂質の膜移動に関与する遺伝子の顕著な発現上昇が認められた｡脂肪酸につ
いてはエネルギー産生に関わるβ酸化､ TCAサイクルに関与する遺伝子の発現
低下が認められ､肝/血柴間の脂質移行に関わる遺伝子の変動が認められた｡上
記の遺伝子発現変動はPCN併用群では認められなかった｡これらの発現変動よ
りLCA誘発肝障害により脂質代謝に大きな変化が起こる可能性が考えられた｡
またRT-PCR法による解析により､ LCA処理群とPCN併用群の両方で､脂質
合成酵素(Scd, Fae)や､肝内脂質取り込みトランスポーター(Cd36)の発現上昇
が認められた｡これらの発現変動パターンはLCA誘発肝障害の防御因子である
sult2aやCyp3allと同様であり､これらの遺伝子の機能は肝内脂質レベルを
上昇させることから､防御機序との関連で注目された｡ LCA処理群で肝内のリ
ン脂質やトリグリセリドレベルが減少し､障害を軽減させるPCN,probucol,
quinacrineの併用でこれらのレベルが回復することから､肝内脂質レベルの減
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少を抑制することが肝障害の防御に繋がる可能性が示された｡特に
phospholipaseA2の阻害剤であるquipacrine併用により肝障害が軽減するこ
とからリン脂質レベルが肝障害と関連すると考えられた｡ LCA処置による胆汁
中のリン脂質排推速度の減少がpurobucol､ PCN, quinacrine併用において回
復することも上記の可能性を支持している｡
本研究により胆汁中への脂質(リン脂質)の排滑を増加させる､あるいは肝内
の脂質(リン脂質､トリグリセリド)レベルを上昇させることが胆汁啓滞型肝
障革の防御と関連することが示さ町､この機序が胆汁欝滞型肝障害の改善薬に
適用できる可能性が示された｡
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